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VESTNIK VITEBSKOGO GOSUDARSTVENNOGO MEDITSINSKOGO UNIVERSITETA, 2018, VOL. 17, N5КОЖНЫЕ И ВЕНЕРИЧЕСКИЕ БОЛЕЗНИ DOI: https://doi.org/10.22263/2312-4156.2018.5.58ЭПИДЕРМАЛЬНЫЕ  ЛИПИДЫ  ПСОРИАТИЧЕСКИХ  БЛЯШЕК:  КЛИНИКО-МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ  КОРРЕЛЯЦИИ  ЗЫКОВА О.С., СОБОЛЕВСКАЯ И.С.Витебский государственный ордена Дружбы народов медицинский университет, г. Витебск, Республика БеларусьВестник ВГМУ. – 2018. – Том 17, №5. – С. 58-65.EPIDERMAL LIPIDS OF PSORIATIC PLAQUES: CLINICOMORPHOLOGIC CORRELATIONSZYKOVA O.S., SOBOLEVSKAYA I.S.Vitebsk State Order of Peoples’ Friendship Medical University, Vitebsk, Republic of BelarusVestnik VGMU. 2018;17(5):58-65.Резюме. В статье приводятся результаты исследования липидной структуры эпидермиса в биоптатах псориатических бляшек от пациентов с неосложнённым и осложнённым (псориатическая ониходистрофия, артропатический псориаз) псориазом, выполненные гистохимическим методом. Выявление нейтральных и полярных липидов в эпидермисе выполнено гистохимическим методом с применением флуорохрома нильский красный (Nile Red) и использованием флуоресцентного и лазерного конфокального  микроскопов. Установлены 4 варианта структур-ных нарушений состава и распределения нейтральных и полярных липидов как в эпидермисе в целом, так и в пределах эпидермальных слоёв. Выявленные типы нарушений сочетались с клиническими вариантами псориаза, соответствующими обыкновенной клинической форме без осложнений, и наличием псориатической ониходи-строфии или артропатической клинической формы псориаза. Результаты исследования направлены на объекти-визацию обоснования целенаправленной диагностики и лечения артропатического псориаза на ранних стадиях развития, а также планирования мероприятий медицинской реабилитации в дерматовенерологической и общей медицинской практике.Ключевые слова: псориаз, псориатическая ониходистрофия, артропатический псориаз, эпидермальные липиды полярные и неполярные.Abstract.The results of the investigation of the epidermis lipid structure in biopsy specimens of psoriatic plaques from patients with uncomplicated and complicated (psoriatic onychodystrophy, arthropathic psoriasis) psoriasis, performed by a histochemical method are presented in this article. The identification of neutral and polar lipids in the epidermis is made with the help of the histochemical method using the Nile Red fluorochrome and fluorescence and laser confocal microscopes. There were 4 variants of structural disturbances in the composition and distribution of neutral and polar lipids, both in the epidermis as a whole and within the epidermal layers. The revealed types of disorders were combined with clinical variants of psoriasis, corresponding to the ordinary clinical form without complications, and the presence of psoriatic onychodystrophy or arthropathic clinical form of psoriasis. The results of the research are aimed at objectivizing the rationale for the purposeful diagnosis and treatment of arthropathic psoriasis in the early stages of its development, as well as planning the measures of medical rehabilitation in dermatovenerologic and general medical practice.Key words: psoriasis, psoriatic onychodystrophy, arthropathic psoriasis, epidermal lipids neutral and polar.Псориаз является хроническим рецидиви-рующим воспалительным дерматозом, который имеет наследственную предрасположенность и аутоиммунный компонент в механизме развития, неразрывно связанный с местными и общими на-рушениями липидного обмена и потенцируемый 
59
ВЕСТНИК ВИТЕБСКОГО ГОСУДАРСТВЕННОГО МЕДИЦИНСКОГО УНИВЕРСИТЕТА, 2018, ТОМ 17, №5прогнозирования развития эритродермической формы псориаза на основе определения пока-зателей спонтанной и индуцированной фитоге-магглютинином продукции цитокина ИЛ-6 на 14 день лечения (Хисматуллина З.Р., 2012); способы прогнозирования ответа на лечение псориаза по содержанию молекул средней массы и карбо-нильных продуктов окислительной модифика-ции белков (Химкина Л.Н. и соавт., 2012). Пред-ложены также способы прогнозирования ответа на лечение: с помощью культивирования культур кератиноцитов без добавления эпителиального фактора роста в питательную среду, с добавлени-ем лекарственных субстанций в липосомальной форме и/или их смеси и определением пролифе-ративной активности клеток полученных культур по сравнению с контрольными клетками культур, культивированных без соответствующих лекар-ственных субстанций и/или их смесей по частоте включения в их ядра 3H-тимидина (Гришин Р.А. и соавт., 2009); оценки состояния апоптической системы в коже у пациентов с псориазом (Кор-сунская И.М., и соавт., 2007); способ прогнозиро-вания ответа на лекарственную терапию псориа-за методом определения показателей спонтанной и индуцированной фитогемагглютинином про-дукции цитокина ИЛ-6 в супернатантах культур мононуклеаров до и на 14 день лечения псориаза (Хисматуллина З.Р. и соавт., 2012), и другие. Собственный многолетний клинический опыт и литературные данные [7] показывают, что около 85% пациентов, страдающих псори-атическим артритом, впервые обращаются за помощью к специалистам первичного звена медицинской помощи (дерматовенерологам и врачам общей медицинской практики) в связи с наличием клиники поражения суставов. В соб-ственных клинических исследованиях выделены кожный, ногтевой и суставной синдромы артро-патического псориаза, показана их клиническая и хронологическая взаимосвязь, последователь-ность развития и важность в прогнозировании псориатической артропатии [8]. В исследовани-ях каталитической активности поликлональных иммуноглобулинов сыворотки крови было уста-новлено, что максимальное повышение деполи-меризующей ДНКазной активности сочетается со стадией псориатической ониходистрофии на фоне рецидивирующего псориатического пора-жения кожи [9, 10]. Показана структурно-морфо-логическая и рентгенологически подтверждённая связь между поражением ногтей и суставов при 
ими [1]. Частота регистрации заболевания в Ре-спублике Беларусь составляет около 4%. Наслед-ственная предрасположенность является факто-ром, определяющим возможность сопутствующих заболеваний, имеющих общие механизмы разви-тия – такие как эндотелиальная дисфункция, на-рушения обмена холестерола, дисбаланс про- и противовоспалительных цитокинов на фоне при-сутствия других преморбидных состояний (нару-шения функций щитовидной железы, желудочно-кишечного тракта, обмена витамина Д и других). Традиционными коморбидными заболеваниями при псориазе являются  псориатический артрит, артериальная гипертензия и ее осложнения, мета-болический синдром [2-6].Наиболее частым осложнением псориаза является псориатический артрит, который диа-гностируется у 5-40% пациентов, характеризу-ется прогрессирующим течением с возможным исходом в инвалидность и требует терапевтиче-ской иммуносупрессивной коррекции, а иногда и хирургического лечения в виде эндопротезиро-вания суставов. В связи с этим псориаз является мультидисциплинарной проблемой. Научно-практический интерес к изучению прогностических критериев развития  псориаза имеет важный причинно-проспективный вектор – персонифицированный подход к диагностике, лечению и прогнозированию возникновения и течения заболевания у конкретного пациента. В этом отношении псориаз является актуальным объектом исследования в связи с высокой меди-цинской и социальной значимостью. К настоящему времени выполнен ряд работ по прогнозированию развития псориаза и ответа на терапию на основе изучения генеалогических, биохимических, патоморфологических особен-ностей пациента, на основе которых предложе-ны способы прогнозирования течения дерматоза. Например, таковыми являются: способ прогно-зирования раннего рецидива псориаза на основе определения активности фермента фосфолипа-зы A2 в гемолизате эритроцитов и плазме крови (Филимонкова Н.Н. и соавт., 1994); способ про-гнозирования течения псориаза и псориатическо-го артрита на основе определения сывороточных уровней изоформ костных фракций щелочной и кислой фосфатаз и их соотношения (Никулин Н.К. и соавт., 1995); способ прогнозирования продолжительности ремиссии псориаза на осно-ве исследования активности сывороточной ката-лазы  (Филимонкова Н.Н. и соавт., 1998); способ 
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VESTNIK VITEBSKOGO GOSUDARSTVENNOGO MEDITSINSKOGO UNIVERSITETA, 2018, VOL. 17, N5псориатическом артрите (Gladdman D.D., 2009), а также наличие артрита дистальных межфаланго-вых суставов кистей и стоп у пациентов с псори-атической ониходистрофией [11]. Изучение обмена липидов при псориазе обусловлено определяющим вкладом этого вида обмена в развитие заболевания и его коморбид-ности. В этом отношении иммунолипидная кон-цепция патогенеза дерматоза актуализирует роль местного повышения липидов как фактора сти-муляции системы иммунитета, которая приводит к нарастающему иммунологическому дисбалансу [1, 12]. Важнейшую роль в обмене липидов в коже играют липиднакапливающие и липидсинтезиру-ющие структуры, которые активно синтезируют, аккумулируют и выделяют жиры. За счет этой особенности липидсинтезирующие и липиднака-пливающие структуры обеспечивают важнейшие функции нормальной кожи. Большое количество липидов содержится в эпидермисе, где они вклю-чаются в процессы кератинизации и образования межклеточного цементирующего вещества. Хо-лестерол высвобождается из клеток при распаде оболочек корнеоцитов. Уменьшение количества холестерола в культуре кератиноцитов вызывает нарушение  апоптоза, который является патогене-тически значимым при псориазе [13-17]. Большой вклад в фундаментальную на-уку в области изучения иммунолипидного ме-ханизма развития псориаза вносит применение метода флуоресцентной микроскопии биоптатов поражённой кожи, которое повышает качество и информативность морфологической диагно-стики не только содержания, но и характера рас-пределения эпидермальных липидов [18, 19]. Установлены особенности распределения сво-бодного холестерола эпидермиса поражённой кожи в зависимости от длительности псориаза за счёт возможности выявления внутриклеточ-ного и межклеточного холестерола. Установлены достоверные различия в структуре и характере распределения холестерола в эпидермисе у па-циентов со стажем дерматоза до 5 лет (пациенты с изолированным псориатическим поражением кожи) и более 5 лет (пациенты с признаками псо-риатического поражения ногтей или суставов), которые проявлялись различиями в количестве, форме и величине гранул холестерола [20]. Цель – изучить клинико-морфологические корреляции между клиническими вариантами псориаза по признаку наличия или отсутствия его осложнений у пациентов и особенностями 
распределения эпидермальных липидов в коже псориатических бляшек. Материал и методыКритериями отбора пациентов для пато-морфологического исследования явились:1. У пациента установлен диагноз «Псориаз». 2. Получено письменное информированное согласие пациента на участие в исследовании.3. Получено согласие пациента на прове-дение биопсии кожи очага поражения, зафикси-рованное в медицинской документации согласно установленным нормам.4. Наличие у пациента псориатических вы-сыпаний (у пациента установлена фаза обостре-ния дерматоза).5. У пациента отсутствуют аллергические реакции к препарату для местной анестезии кожи.Выполнено клиническое и патоморфологи-ческое обследование 19 информированных ста-ционарных пациентов-добровольцев, страдаю-щих распространённым псориазом с артропатией или без таковой с распространённым псориазом в возрасте от 24 до 61 года. Стаж псориаза со-ставил от 4 до 30 лет. У 18 из 19 пациентов уста-новлено непрерывно рецидивирующее течение дерматоза. По признаку наличия осложнений псориаза пациенты разделены на три группы. Группу 1 (П) составили три пациента с неос-ложнённым псориазом. В группу 2 (ОД) вошли одиннадцать пациентов с псориазом, осложнён-ным псориатической ониходистрофией. Группа 3 (АП) была представлена пятью пациентами с ар-тропатическим псориазом. У всех пациентов, за исключением одного, установлено непрерывно рецидивирующее течение псориаза (табл. 1). За норму липидной структуры эпидер-мального пласта были приняты полученные нами ранее результаты исследования биоптатов кожи от 15 трупов людей обоего пола в возрасте от 35 до 60 лет, не имевших признаков кожных заболеваний.  Вскрытие проводили в 1-2-е сутки после смерти в морге Управления по Витебской области Государственной службы медицинских судебных экспертиз. Все стандартные требова-ния к получению биопсийного материала были соблюдены [17].При нормальном распределении нейтраль-ные липиды определяются как золотисто-желтые флуоресцирующие структуры. Полярные липиды окрашиваются флуорохромом в красно-корич-
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невый цвет и являются основным компонентом надэпидермального липидного пласта, а также интенсивно флуоресцируют в базальном и шипо-ватом слоях. Неполярные (структурные) липиды составляют основу рогового и зернистого слоев эпидермиса (рис. 1) [17].Биопсию кожи у стационарных пациентов с псориазом выполняли в центре очага пораже-ния кожи на спине после дезинфекции поверхно-сти настойкой йода. Под местной анестезией 2%-ным раствором лидокаина лезвием надрезали по окружности участок кожи, который затем оттяги-вали пинцетом и отсекали. На область иссечения накладывали стерильную повязку. Для гистохимического исследования ней-тральных (структурных) и полярных (транспорт-ных) липидов эпидермиса  кусочки кожи величи-ной 1 см2 разрезали на две равные части. Одну часть фиксировали в 10% нейтральном форма-лине, другую – в кальций-формоле в целью со-хранения липидов в тканях. Далее материал под-вергали уплотнению путем заливки в парафин и 
замораживанию. Изготавливали гистологические срезы толщиной 10 мкм на ротационном микро-томе «Leica» и 25 мкм на замораживающем ми-кротоме «Microm» модели НМ 525 (Германия, СЕD – 236/0807) при 26°С. Для флуоресцентной микроскопии гисто-логических препаратов использовали микроскоп «БИОМЕД-6» (Биомед, Россия) с блоком свето-фильтров. В исследовании использовали  свето-фильтры «В» голубой (450-490 нм), «G» зеленый (510-550 нм) и «UV» ультрафиолетовый (330-385 нм). Для визуализации нейтральных и полярных липидов замороженные срезы окрашивали флу-орохромом нильский красный в ацетоне. Ней-тральные липиды выявлялись при использова-нии зеленого светофильтра (510-550 нм) в виде желто-золотистых, а полярные – красно-коричне-вых флуоресцирующих структур. Интенсивность свечения зависит от количественного содержания липидов. Наличие оранжевой окраски оценива-лось как результат смешения нейтральных и по-лярных липидов, что может указывать на нару-шение структуры эпидермального пласта. Фотографические изображения препаратов получены с помощью цифровой камеры «Canon» и использования программы «Canon – Digital Photo Professional» (табл. 2).При исследовании эпидермиса интенсив-ность окраски его слоев определяли полуколи-чественно и выражали в условных единицах по пятибалльной шкале: 0 баллов  – отсутствие окраски, 1 балл – слабая, 2 балла – умеренная, 3 балла  – высокая, 4 балла – очень высокая, 5 бал-лов – максимальная степень окраски.Критериями оценки данных флуоресцен-ции липидов являлись: локализация в эпидерми-се; интенсивность свечения, цвет и характер от-ложения флуоресцирующей субстанции.РезультатыИсследование эпидермальных липидов в биоптатах псориатических бляшек выявило 4 ва-рианта отклонений от нормального типа их рас-
Таблица 1 – Клиническая характеристика псориаза у пациентов Клиническая группа (n=12) N (количество пациентов) Наличие непрерывно рецидивирующе-го течения псориазаПс 3 2ОД 11 11АП 5 5Рисунок 1 – Распределение нейтральных и полярных липидов в эпидермисе здоровой кожи человека:1 − желто-золотистая флуоресценция неполярных липидов; 2 – красно-коричневая флуоресценция полярных липидов (флуоресцентная микроскопия, окраска нильским красным, длина волны 510-550 нм, х200).
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VESTNIK VITEBSKOGO GOSUDARSTVENNOGO MEDITSINSKOGO UNIVERSITETA, 2018, VOL. 17, N5пределения в условно здоровом эпидермисе био-птатов контрольной группы.Вариант 1 Нейтральные липиды распределялись во всех зонах рогового слоя эпидермиса, а также на поверхности кожи. В зернистом слое они опреде-лялись в виде неоднородных пластов со слабой желтой флуоресценцией и менее выраженной слоистостью. Слабо выраженное свечение диф-фузно расположенных неполярных липидов в виде отдельных капель наблюдалось также в ши-поватом слое эпидермиса (рис. 2).Вариант 2Вариант 2 продемонстрировал практически полное отсутствие неполярных липидов,  которые располагались в виде единичных диффузно распо-ложенных капель и пластов между слоями корне-оцитов рогового слоя, а также в незначительном количестве в шиповатом и зернистом слоях (рис. 3). Это делало практически невозможным визу-альную дифференцировку эпидермальных слоев. Вариант 3 Неполярные липиды в препарате распре-делялись в виде неравномерно и слабо флуорес-цирующих пластов желтого и оранжевого цвета в более глубоких слоях рогового слоя, а также в зернистом слое эпидермиса (рис. 4). Оранжевая окраска свидетельствует о смешивании нейтраль-
ных и полярных липидов. При этом в одном из препаратов выявлены отдельные капли липидов в зернистом слое (в соответствии с рисунком 4).Вариант 4Установлено неравномерное распределе-ние нейтральных липидов во всех зонах рогового слоя эпидермиса в связи с выявлением оранже-вой окраски в препарате. Незначительная флуо-ресценция была отмечена в зернистом слое эпи-дермиса, который на рисунке представлен в виде прослойки оранжевого цвета (в соответствии с рисунком 5).
ОбсуждениеПри анализе соответствия вариантов мор-фологической картины распределения нейтраль-ных и полярных эпидермальных липидов и клинических групп оказалось, что вариант 1 де-монстрировали пациенты с неосложнённым псо-риазом. Вариант 2 выявлен у четырёх из пяти па-циентов с артропатическим псориазом. Вариант 3 (промежуточный) определён у двух пациентов из подгрупп ОД и АП и вариант 4 – у 10 пациен-тов, которые составляли подавляющее большин-ство в группе ОД. Исследование липидной струк-туры эпидермиса выявило связь между степенью её нарушения и степенью тяжести псориаза. Так, 
Таблица 2 – Используемые флуорохромы для визуализации липидов в кожеФлуорохром Длина волны (нм) Цвет флуоресценции Выявляемые липидыНильский красный 510-550 Желто-золотистый Нейтральные липидыКрасно-коричневый Полярные липиды
Рисунок 2 – Распределение нейтральных и полярных липидов в эпидермисе -вариант 1: 1 − желто-золотистая флуоресценция неполярных липидов; 2 – красно-коричневая флуоресценция полярных липидов (флуоресцентная микроскопия, окраска нильским красным, длина волны 510-550 нм, х200). Рисунок 3 – Практически полное отсутствие неполярных липидов в эпидермисе – вариант 2:1 – диффузная красно−коричневая  флуоресценция. Липидные слои в эпидермисе практически неразличимы (флуоресцентная микроскопия, окраска нильским красным, длина волны 510-550 нм, х200).
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наиболее и наименее выраженные нарушения липидной структуры установлены соответствен-но у 75% пациентов группы АП и у пациентов с неосложнённым течением заболевания. Средняя степень нарушения распределения и количества полярных и нейтральных липидов (дислипидоз эпидермиса) выявлена у 91% обследованных пациентов с псориазом, осложнённым ониходи-строфией (табл. 3).Таким образом, выявлены 4 варианта струк-турных нарушений состава и распределения ней-тральных и полярных липидов как в эпидермисе в целом, так и в пределах эпидермальных слоёв. В соответствии с иммунолипидной теорией па-тогенеза псориаза диапазон выявленных нару-шений свидетельствует о различиях структур-но-функционального состояния кожи, что может быть связано с нарушением иммунной регуляции апоптоза кератиноцитов и различной интенсив-ностью иммунопатологических процессов. ЗаключениеТаким образом, в результате сопоставле-ния результатов гистохимического исследования распределения нейтральных и полярных липи-дов кожи псориатических папул и клинических вариантов псориаза по признаку отсутствия или наличия осложнений впервые выделены 4 клини-ко-патоморфологических варианта распределения нейтральных и полярных липидов в эпидермисе, соответствующих различным клиническим типам 
псориаза в зависимости от наличия осложнений: обыкновенный псориаз; псориаз, осложнённый псориатической онихлодистрофией; артропатиче-ский псориаз. При этом вариант 4, который про-демонстрировал характерную оранжевую окраску слоев эпидермиса, что может указывать на нару-шения синтеза и распределения эпидермальных липидов, выявлен только у пациентов с псориазом, осложненным ониходистрофией. Этот вариант флуоресценции занимает промежуточное положе-ние между первым и вторым вариантами, которые выявлены соответственно при неосложненном и артропатическом псориазе. Это может может свидетельствовать в пользу псориатической они-ходистрофии как важной диагностической стадии трансформации неосложненного псориаза в ар-тропатическую форму.Полученные данные не противоречат как иммунолипидной теории патогенеза псориаза, согласно которой липидная дисфункция являет-ся фактором, инициирующим и потенцирующим прогрессирующий иммунологический дисба-ланс, реализующийся в аутоиммунное воспале-ние, так и клинико-лабораторным данным, отра-жающим стадийность развития артропатического псориаза через этап псориатической ониходи-строфии, которая, таким образом, может оцени-ваться как предвестник псориатического артрита. Полученный результат  согласуется с представ-лением о псориазе как прогрессирующей муль-тифакторной патологии и может предоставлять доказательную базу для целенаправленной диа-
Рисунок 4 – Распределение нейтральных и полярных липидов в эпидермисе – вариант 3: 1 – желто-золотистое свечение неполярных липидов; 2 – оранжевая флуоресценция (флуоресцентная микроскопия, окраска нильским красным, длина волны 510-550 нм, х200). Рисунок 5 – Распределение нейтральных и полярных липидов в эпидермисе – вариант 4: 1 – желто-золотистое свечение неполярных липидов; 2 – оранжевая флуоресценция (флуоресцентная микроскопия, окраска нильским красным, длина волны 510-550 нм, х200).
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VESTNIK VITEBSKOGO GOSUDARSTVENNOGO MEDITSINSKOGO UNIVERSITETA, 2018, VOL. 17, N5гностики ранних стадий развития псориатиче-ского артрита у дерматологических пациентов. Результаты исследования нейтральных и полярных липидов, полученные при изучении методом флуоресценции, могут иметь перспек-тивное значение как в изучении их специфиче-ской роли в патогенезе прогрессирующего вос-паления при псориазе, так и в разработке, и совершенствовании новых научно обоснованных средств или методов лечения псориаза. Практическая значимость полученных ре-зультатов направлена на объективизацию обоснова-ния целенаправленной диагностики артропатиче-ского псориаза на ранних стадиях развития с целью оптимизации лечения, а также планирования меро-приятий медицинской реабилитации в дерматове-нерологической и общей медицинской практике.
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